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Abstrakt

Byly prométeny zévislosti elektroforetické mobility histidinu na pH ve dvou sadach
pufrii o iontové sile 20 mM. Parametry ziskané z téchto kiivek byly nésledné zkorigovany
na nulovou iontovou silu pomoci star§iho piistupu a pomoci nové vyvinutého programu
AnglerFish. Je ukdzan vliv iontové atmosféry na pKa a mobilitu a tvar pfislusSnych
korekci, které umoziiuji stanovit pKa a mobilitu pii nekone¢ném zifedéni. Rovnéz byla
prométena nova latka, imatinib, coz je ¢tyfmocné kladné nabitd dusikatd heterocyklicka

latka, a byly stanoveny jeji pKa a mobility.
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Abstract

The dependencies of the electrophoretic mobility of histidine on pH were measured in
two sets of buffers at 20mM ionic strength. The parameters, which were obtained from
these curves, were subsequently corrected to zero ionic strength using an older approach,
as well as using the newly developed program AnglerFish. The effect of the ionic
atmosphere on the pKa and mobility is shown, as well as the shape of the relevant
corrections, which allow the determination of the pKa and mobility at infinite dilution. A
new compound, imatinib, which is a quadruple positively charged nitrogenous
heterocyclic compound, was also measured, and its pKa constants and mobilities were

likewise determined.
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Seznam zkratek

CZE kapilarni zonova elektroforéza

BGE zakladni elektrolyt

EOF elektroosmoticky tok

UV-Vis ultrafialova a viditelna ¢ast spektra

PB polybren, také hexadimethrin bromid
DMSO dimethylsufoxid

MES kyselina 2-morfolinethansulfonova

MOPS kyselina 4-morfolinpropansulfonova

CHES kyselina 2-(cyklohexaamino)ethansulfonova
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

BISTRIS bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methane
GMP guanosinmonofosfat

HVL Haarhoff-Van der Lindeho funkce



1 Uvod

Doposud neexistuje spolehliva metoda, jak ze sady namétfenych dat efektivni
elektroforetické mobility v zavislosti na pH zakladnich elektrolyt urcit limitni hodnoty
mobility a termodynamické disociacni konstanty latek. Bé€zny postup byl takovy, ze se
naméfend sada efektivnich mobilit prokladala ptimo Henderson-Hasselbalchovou
kiivkou. Ziskané efektivni mobility a pKa konstanty se pak riznymi dil¢imi zpisoby
korigovaly na nulovou iontovou silu. Tento zptisob je ovSem principidlné nespravny a dal
se obtizné pouzit zvlasté v ptipadech, kdy se jednotlivé pKa konstanty nachazely blizko
sebe, méné nez o dvé jednotky pH.

Postup, ktery byl vyvinut v nasi laboratofi, vyuziva korek¢ni algoritmus na nulovou
iontovou silu, ktery je pouzity v softwaru PeakMaster. Nové na tomto postupu je, ze se
nefituje pfimo experimentdlni kiivka. Namisto toho jsou nejdiive jednotlivé
experimentalni hodnoty efektivnich mobilit pfepocteny na nulovou iontovou silu a az ty
se fituji Henderson-Hasselbalchovou ktivkou. To poskytuje spravné hodnoty limitnich
iontovych mobilit a termodynamickych pKa konstant i v pfipadech, kdy se pKa konstanty
nachazeji libovolné blizko u sebe.

Tento postup byl implementovan v uzivatelsky ptatelském softwaru AnglerFish, ktery
byl vytvofen v na$i laboratofi Michalem Malym. Program je schopen brat do Givahy
individudlni slozeni kazdého zékladniho elektrolytu, ktery je pouzit v sad€ méfeni, a sada
elektrolyt nemusi mit proto nutné jednotnou iontovou silu.

Pro demonstraci vyhod tohoto ptistupu byly prométeny zavislosti mobility na pH pro
histidin ve dvou riiznych sadach pufra.

Odchylky pfi korekcich na iontovou silu jsou zna¢né patrné u vicendsobné nabitych
latek. Z tohoto diivodu byla proméiena taktéz zavislost imatinibu, ktery mtze byt az
¢tyfmocné kladné nabity. AnglerFish by mél umoZznit spravnéjs§i urceni jeho

charakteristik.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza je elektromigracni separacni metoda, ktera umoznuje
oddélit od sebe ionty na zakladné jejich odlisné rychlosti pohybu v elektrickém poli.
Jakozto separacni prostiedi se vyuziva tenka zpravidla kifemenna kapilara naplnéna
zakladnim elektrolytem, ktery udrzuje stabilni pH. Vyhodu pfedstavuje nizkéd spotieba
vzorku, vysokd separacni u€innost a vysoka rychlost analyzy.[1][2][3]

Tuto metodu Ize vyuzit pro separaci a analyzu celé fady ionogennich latek. Pouziva se
biochemickych latek.[3] V extrémnich piipadech ji lze pouzit i pro separaci viri a
bakterii.[4][5]

Existuje celd fada modifikaci této metody, které umoznuji vétsi selektivitu méteni.
Kapilarni zonovou elektroforézu lze rovnéz vyuzit ke stanovovani fyzikalné-chemickych
konstant latek.[6][7]

Teorie chovani iontd v elektrickém poli je velice dobfe popsand. V dusledku bylo
vyvinuto nékolik programt, které umoznuji predvidat chovani systému pii analyze, coz
usnadiiuje nalézani vhodnych podminek pro meteni.[8][9][10]

Vétsimu rozsiteni elektroforézy brani nedostatecné robustnost a nizka opakovatelnost
méfeni. Casto se tedy vyuZiva v kombinaci s dal§imi metodami, naptiklad s hmotnostni

spektrometrii CE-MS.[11][3]

2.2 Bézné jevy
2.2.1 Elektroosmoticky tok

v

Mezi nejvyznamngj$i jevy, které snizuji robustnost kapilarni elektroforézy, se fadi
elektroosmoticky tok. Pfi¢ina spociva ve skutecnosti, ze ve vodném prostiedi siloxanové
skupiny na sténé kremenné kapilary pfechazeji na skupiny silanolové, které¢ maji vlastnost
slabé kyseliny. V zasaditych pH maji tedy tendenci odstépovat vodikové kationty a nést
zaporny naboj. V disledku dochdzi k tomu, ze se v blizkosti stény nachédzeji ve zvysené

koncentraci kationty. Pfi zapojeni elektrického proudu tyto kationty putuji ke katod¢ a
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strhavaji s sebou cely roztok uvniti kapilary. To znamend, ze se kapilarou urcitou
rychlosti pohybuje cely roztok jako celek.

Na jednu stranu je mozné tohoto jevu vyuzit pro urychleni analyzy, v ptipadé, ze se
analyzovana latka pohybuje stejnym smérem. Elektroosmoticky tok rovnéz zplsobuje
mnohem mensi rozmyti zon analytii oproti pohybu kapaliny zptisobeného tlakem, jelikoz
ma plochy profil. Na stranu druhou vsak tento efekt zapficinuje nizkou opakovatelnost
méfeni. Zejména v oblasti mezi pH 3 a 8 totiz zplisobi i pomérné mald zména pH, vznikla
napiiklad naddvkovanim vzorku, zna¢ny vykyv rychlosti elektroosmoézy.[12] Znacny vliv
maji i povrchove aktivni latky, které pozméni sténu kapilary.

Existuje cela fada postupti, jak upravit povrch kapiléry, aby se elektroosmoticky tok

potlacil, stabilizoval nebo dokonce obratil.[13][14][15]
2.2.2 Systémové zony

Pomémé problematickym jevem jsou systémové zony, které vznikaji v disledku
poruseni koncentrace zakladniho elektrolytu nadavkovanim vzorku. Jejich pocet
odpovida poctu komponent BGE a v elektroferogramu se projevuji jako ,,falesné piky,*
které¢ nendlezeji analytu. Pokud dojde k prekryvu systémové zony se zonou analytu,
prakticky to znemoziiuje vyhodnoceni. Nastésti je vSak mozné vyskyt téchto pika
pomérné spolehlivé predvidat a je tedy mozné zvolit si takové podminky méfeni, aby

k ptekryvu pokud moZno nedochézelo.[16]
2.2.3 Disperze z6n

Dal$im vyznamnym jevem je disperze zon. V idealnim piipadé by mély piky tvar
uzkého Gaussovského piku. Existuji Ctyfi zasadni jevy, které ptispivaji k naruSeni tohoto
tvaru.

V prvni fad¢ Joulovo teplo, které vzniké pii priuchodu elektrického proudu kapilarou
a ohtiva jeji vnitiek. Zpiisobuje disperzi pika. Jeho vliv je mozné omezit pouZzitim niz§iho
proudu.[17]

Dalsi je adsorpce analytu na sténu kapilary, kterd mize vést k deformaci piku, az
k naprosté ztraté analytu. Existuje cel4 fada metod slouZicich k uprave povrchu kapilary,

které maji za cil adsorpci zabranit.[1]
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Tteti je elektromigracni disperze, ktera ma na svédomi trojuhelnikovy tvar pika. Tento
jev je zpusoben rozdilnou elektroforetickou mobilitou analyzovaného iontu a koiontu,
ktery je soucasti BGE. V takovych ptipadech dochazi k tomu, Ze se ionty podbihaji. Tento
jev je mozné omezit vhodnou volbou separa¢niho prostfedi. Migracni Cas takto
deformovaného piku je mozné zjistit prolozenim Haarhoff-Van der Lindeho (HVL)
funkci.[18]

Posledni je podélna difiize, coz je presun latky zplisobeny koncentratnim gradientem, a
projevuje se symetrickym rozmyvanim pikl. Nelze ji potlacit, jeji vliv Ize ovSem snizit
zkracenim Casu analyzy.

Znacna cast téchto jevl je siln€¢ ovliviiovana iontovou silou. Vyss$i iontova sila snizuje
distorzi piku, omezuje adsorpci na sténu a zlepsuje selektivitu. Zaroven vSak vede ke snizeni
elektroosmotického toku, a tedy i rychlosti analyzy. Rovnéz zptisobuje snizeni mobility.
Jelikoz k poklesu mobility se zvySenim iontové sily dochazi rychleji pro nabitéjsi molekuly,

muze dojit i k prohozeni zon analytu.[19][20]

2.3 Histidin

Histidin je jednou z esencialnich aminokyselin. Radi se tedy mezi dileZité stavebni
latky pro peptidy, bilkoviny a z nich sloZené vyssi struktury.

Stejné jako ostatni latky ze skupiny aminokyselin se vyznacuje amfolytickym
chovanim. V kyselém prostiedi se tedy nabiji jeho dusikaté skupiny a ziskdva az
dvojnasobny kladny naboj, v zasaditém prosttedi se odstépuje vodik z jeho karboxylové
skupiny a molekula tak ziskava zdporny naboj. Mezi t€émito stavy existuje izoelektricky
bod, coZ je pH, pfi kterém se jednotlivé naboje molekuly vyrovnavaji, v disledku ¢ehoz

je celkovy naboj nulovy.

N
/ / OH
HN NH,

Obrazek 1 Histidin
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Rovnovazné acidobazické konstanty 1 limitni mobility této latky jiz byly zméteny
mnoha autory a fadou riznych metod. Jsou tedy znamy. V publikovanych hodnotéch je
vSak zna¢ny rozptyl, zejména v pripad¢ parametrti pro dvojnasobné kladny naboj,
jelikoz je k jeho spolehlivému stanoveni nezbytné pracovat v extrémné kyselém pH,

¢ehoz je experimentalné obtizné dosahnout.[6][21][22]

2.4 Imatinib

Imatinib je slozity dusikaty heterocyklus, ktery mize mit za métitelnych podminek az
¢tyfnasobny kladny naboj. K analyze se pouzivé jeho mesylat z divodl rozpustnosti.

Tato latka ma vyuziti v 1€kafské praxi. Pouziva se pro 1é¢bu jistych forem leukémii a
nadorovych onemocnéni.[23][24][25]

Rovnovéazné acidobazické konstanty jiz byly stanovovany potenciometrickymi
titracemi, vysledky jsou ovSem riizné a tedy nepfilis spolehlivé.[26] Limitni mobility této

latky doposud nebyly stanovovany.
o J@E I °
\N/\ N N)\N/ Ny T 5T oH
H H
(@)

Obrazek 2 Imatinib mesylat

2.5 Korekce na iontovou silu

Limitni elektroforetické mobility i rovnovazné acidobazické konstanty jsou silné
zavislé na hodnoté iontové sily. Z tohoto divodu je nezbytné provadét korekce na

nulovou iontovou silu. Existuje celé fada piistupti, jak tuto problematiku fesit.
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2.5.1 Korekce aktivitniho koeficientu
Disociacni stupné histidinu Ize popsat nasledujicim schématem:
- 2+ - + " - —
His 2 His e His e His (1)

Jednotlivé stupné je mozno popsat nasledujicimi smiSenymi rovnovaznymi
konstantami K™*, ve kterych vystupuji koncentrace jednotlivych forem histidinu a

aktivita vodikovych kationtt.

c(His7) - a(HY)

K™ = c(His)

i _ CCHiS) - a(H) @
K7 ¢(His?)

Kmix c(Hist) - a(HY)

c(His2%)
Index A symbolizuje anionickou formu, K a KK jsou kationické, znadsobeni pismen
odpovidéa naboji formy. Tyto konstanty je mozné ziskat z elektroforetickych experimenti.
S pravou termodynamickou konstantou K jsou svazané pies aktivitni koeficienty .
Naptiklad pro jednomocné kladné€ nabitou formu vypadé vztah takto:

Kmix
P 3)
YK

a Yk zde predstavuje aktivitni koeficient formy s nabojem +1.
Vztah mezi pravou a smiSenou termodynamickou konstantu lze pro jednotlivé formy

zapsat 1 v logaritmickym tvaru.

(-1): PKa = pKR™ —logy,
(+1): PKk = K™ + logy,
(+2):  pKyx = K™ + 3logya “)
(+3): pKikk = PKEKK + 5logya

(+4):  pKxkkk = PKikxk + 71ogya
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V zéavorce je uveden naboj formy, ke které se rovnice vztahuje. y, je ve vSech
rovnicich aktivitni koeficient pro jednomocné nabitou formu.[27]

V limitnim ptipad¢ nekonecné zifedénych roztoki je tyto koeficienty mozné povazovat
za jednotkové, za vyssich koncentraci jsou ovSem mensi nez jedna a je tedy nutno provést

korekei.

Korekce se zpravidla provadi podle rozsitené Debyeho-Hiickelovy teorie:

AzAT
+

logy; = — —————
&% 1+ BavVi

cI (5)

kde 7 je aktivitni koeficient, / je iontova sila roztoku v mol/dm?, a je velikost iontu,
zi je naboj i-té slozky a 4, B, C jsou konstanty pro danou teplotu a rozpoustédlo.

Za pokojové teploty je pro vodny pufr mozné napsat:

0,509252zV1

+0,12%1 6
1+ 1,5V ' ©

logy; = —

Prvni s¢itanec odpovida Debyeho-Hiickelové rovnici, kterd pocita s nespecifickymi
vzdalenymi elektrostatickymi interakcemi. Druhy ¢len souctu predstavuje specifickou

interakci, ke které dochézi pii vyssi iontove sile.[19]
2.5.2 Korekce elektroforetické pohyblivosti

Onsager na zakladé¢ teorie iontové atmosféry Debyeho a Hiickela odvodil rovnici pro
zéavislost vodivosti silného elektrolytu na jeho koncentraci. Tento model povazuje ionty
za bodové naboje a 1ze ho pouzit pouze pro ziedéné binarni elektrolyty.[9]

Pro mobilitu i-té slozky u; lze rovnici napsat:

;i = ) — (Apf + B)We ¥

kde p? piedstavuje limitni iontovou pohyblivost i-té slozky a ¢ je koncentrace roztoku.
Faktor 4 odrazi relaxacni efekt zplisobeny polarizaci iontu a jeho iontové atmosféry. Ve
faktoru B je zahrnuty elektroforeticky efekt, ktery je dany tim, ze se iontova atmosféra
pohybuje v opacné sméru nez ion a brzdi ho.[9]

Onsager a Fuoss tento model nasledné rozsifili. Opét jsou vSak ionty povazované za

bodové néboje.[9][20][28]
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Rozsiteny Onsageriiv limitni zakon pro elektroforetickou mobilitu y; ma tvar:

q Vi
= — (uPByz,|z_| +|z_|B,) ————
Ui l’ll (l’tl 14+ 1+ \/a 2)1+Ba\/7

®)

pfiemz p? je limitni mobilita i-té slozky, a udavé velikost iontu, ¢, B, B; a B> jsou
konstanty pro danou teplotu a prostiedi, z+ a z- jsou nabojova ¢isla aniontu a kationtu a /
je iontova sila.[28]

S korekei pouzitelnou pii az 100mM iontové sile piisel Pitts, ktery ve svém modelu
bere v ivahu konecnou velikost iontu. [29][9][7]

Pozdé¢ji doslo k vyvoji dal§ich empirickych rovnic. [7][30]
2.5.3 Korekéni algoritmus pouZity v programu PeakMaster

PeakMaster je program vyvinuty v nasi laboratofi, ktery umoziuje predvidat chovani
elektroforetickych systému.[8] Tento program zahrnuje algoritmus, ktery umoziuje
korekci pKa konstant a limitnich mobilit na nenulovou iontovou silu.

Pro korekci pKa konstant vyuziva rozsifenou Debye-Hiickelovu teorii, uvedenou
v oddile 2.5.1 v rovnici (5).

Pro korekci limitnich elektroforetickych mobilit vyuzivad rozSifeny Onsagertiv-

Fuossuv limitni zakon ve tvaru:

° JT
_,,0 0 (D]
Ui = M — (Mi Byz; Z CoR;™ + 2B, )m )

n=0

kde vyznam vétSiny symboll zistava stejny, jak je tomu u rovnice (8). I' v sob&
zahrnuje vliv iontové sily a ¢len v sumaci pfedstavuje maticové vyjadreni slozeni

elektroforetického systému.[31][32]

2.5.4 Postup pri ru¢ni korekci

V ptipadu, kdy se analyt nachazi ve své plné disociované podobné, je mozné korekéni
algoritmus uvedeny v pfedchozim oddile vyuZit obracené a zkorigovat mobilitu na
nulovou iontovou silu tzv. ru¢ni korekei.

Pro vyuziti tohoto postupu se nejprve zkoriguji disociacni konstanty podle vztahi

uvedenych v rovnici (4). Do PeakMasteru se jakozto BGE zada silna baze, pro zaporné
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nabité latky, nebo silnd kyselina, pro kladné nabité latky, o iontové sile, pii které se
méiilo. Nasledné se zadd analyt s disociacni konstantou odpovidajici nami jiz
zkorigované, a odhadne se limitni mobilita pro prvni disocia¢ni stupeni. Odhad se zkusmo
upravuje, dokud efektivni mobilita vypocitand PeakMasterem neodpovida
experimentalné stanovené hodnoté. Kdyz je zkorigovana limitni mobilita pro prvni
stupen, prida se dalsi stupeni a upravuje se analogickym zpiisobem. Jde tedy o iteracni
postup.[20][6][27]

Tento pristup je ovsem mozné vyuzit jediné v pfipadé, ze se disociacni konstanty
analytu nalézaji dostate¢n¢ daleko od sebe. V ptipad¢, kdy jsou na sob€ vzajemn¢ zavislé,

je obtizné spravné hodnoty odhadnout.
2.5.5 Korekce pomoci programu AnglerFish

Nov¢ vyvinuty program AnglerFish vyuziva stejnou korekci na iontovou silu, kterou
pouziva PeakMaster. Pro vSechna slozeni zakladnich elektrolyti v sad¢ pufrt vypocte
limitni mobility stanovované latky a tento soubor je pak fitovan piisluSnou regresni
Henderson-Hasselbalchovou funkei. Fitovanymi parametry jsou termodynamické
disocia¢ni konstanty a limitni mobility stanovované latky.

Vyhoda tohoto postupu spociva v tom, Ze je principialné spravny a udava spravné
hodnoty i v ptipadé, kdy lezi pKa konstanty velmi blizko sebe. Bere v uvahu individudlni
sloZeni jednotlivych zékladnich elektrolytl, kterych bylo uZito k méfeni, diky ¢emuz je
mozné pouzit sadu elektrolytli, ktera nema stejnou iontovou silu. V dasledku je mozné
dostat se pfi méfeni do extrémné kyselych a bazickych pH, pfi kterych neni moZné

Pii praci s programem se postupuje tak, Ze se zadad sloZeni veSkerych pouZitych
zékladnich elektrolytii. Néasledné se zada zmétené pH téchto elektrolytli a program na
tomto zakladé provede korekci koncentrace slozek jednotlivych pufri. K jednotlivym
pufrim se zadaji efektivni mobility méfeného analytu, které v nich byly naméteny.
Nasledné je nutné zadat kolikanasobné kladné a zaporn€ mlize byt analyt nabity a provést
pocatecni odhad pKa hodnot a limitnich mobilit. Z téchto tdaji AnglerFish dovede

fitovat experimentélni data a vypocitat vysledné korigované parametry.
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3 Cile prace

Cilem této prace bylo:

- Proméfit zavislost efektivnich mobilit na pH pro histidin ve dvou sadach pufrt,

jedné zalozené na kyseliné jako pufrujici slozce, druhé zalozené na bazi.

- Urcit limitni mobility a pKa konstanty pro histidin klasickymi metodami i pomoci

postupu vyvinutého v nasi skupiné a implementovaného v programu AnglerFish.

- Porovnat vysledky ziskané z obou méfeni a vysledky ziskané obéma metodami

korekce a otestovat takto program AnglerFish

- Proméfit zavislost efektivnich mobilit na pH pro imatinib, ¢tyfmocné kladné

nabitou dusikatou heterocyklickou latku.

- Stanovit a zkorigovat limitni mobility a pKa konstanty zji§t€né pro imatinib.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Vyuzité chemikalie a pFistroje

Analyty ptfedstavoval histidin (Sigma Aldrich, Némecko, > 99 %) a imatinib mesylat
(Sigma Aldrich, Némecko, > 98 %). Vyuzito bylo rovnéz GMP (Sigma Aldrich,
Némecko). Jakozto marker elektroosmotického toku bylo vyuZzito dimethylsulfoxidu
(Sigma Aldrich, Némecko, > 99,9 %). Kupravé povrchu kapilary byl vyuzit
hexadimethrin bromid (Sigma Aldrich, Némecko, > 94 %) a dextransulfat (Sigma
Aldrich, Némecko).

Pro ptipravu zdkladniho elektrolytu byly vyuzity nésledujici chemikalie: monohydrat
hydroxidu lithného (Sigma Aldrich, Némecko, > 99 %), kyselina chlorovodikova (Sigma
Aldrich, Némecko, 37 %), kyselina fosforecna (Lachema, Ceska republika, 85 %),
kyselina mraven¢i (Honeywell, Némecko, > 95 %), kyselina octova (Sigma Aldrich,
Némecko, > 99 %), MES (Sigma Aldrich, Némecko, > 99 %), MOPS (Sigma Aldrich,
Némecko, > 99,5 %), tricin (Sigma Aldrich, Némecko, > 99,0 %), CHES (Sigma Aldrich,
Némecko, > 99,0 %), B-alanin (Sigma Aldrich, Némecko, > 99 %), prolin (Sigma Aldrich,
Némecko, > 99 %), pyridin (Sigma Aldrich, Némecko, > 99,0 %), BIS-TRIS (Sigma
Aldrich, Némecko, 98,0 %), imidazol (Honeywell Fluka, Némecko, > 99,5 %), TRIS
(Sigma Aldrich, Némecko, > 99,9 %), ethanolamin (Sigma Aldrich, Némecko, > 99,0 %),
piperidin (Sigma Aldrich, Némecko, > 99,5 %), dimethylpyridin (Sigma Aldrich,
Némecko, > 99 %), morfolin (Sigma Aldrich, Némecko, > 99,5 %).

K proplachovani kapilary byly pouzity 1M a 0,IM roztoky hydroxidu sodného
(Agilent Technologies, Némecko).

Meéteni probihalo v pfistroji pro kapilarni elektroforézu CE 7100 (Agilent
Technologies, Némecko), ktery méa zabudovany UV-Vis detektor. Ptistroj byl fizen
programem ChemStation (Agilent Technologies, Némecko). Data byla dale
vyhodnocovdna v programu CEval 0.6h5 (vytvofen v na$i skupin€) a nasledné
zpracovana v programech Origin 10.5.31 (Origin Lab, Spojené kralovstvi), AnglerFish
(vytvofen v na$i skupin€) a Microsoft Excel 2010 (Microsoft, USA). K napldnovani
podminek méfeni byl pouzit program PeakMaster 6 (vytvofen v nasi skupin¢).

K méfeni byly vyuzivané kiemenné kapilary o vnitinich primérech 25 a 50 um a

vnéjSim praméru 375 um. Délky kapilar byly 77,7 cm v pifipadé 25um kapilary.
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V ptipadé 50um kapilar byly délky 49,9 cm, 50,45 cm, a 50,3 cm. K UV-Vis detektoru
bylo vzdy o 8,5 cm blize.

Meéieni probihalo pfti teploté 25 °C.

Pii méfeni v 25um kapilarach byl k pfistroji pfiveden externi tlak pfipojenim lahve se

stlacenym dusikem (Linde Gas, Némecko), ktera umoznovala dosdhnout tlaku az 12 bar.

4.2 Histidin v kyselych pufrech
4.2.1 Experimentalni podminky a postupy

Pted prvnim méfenim byly elektrody pfistroje ocistény v ultrazvukové 1azni. Nejprve
byly po 10 minut ponofeny do deionizované vody a nasledné¢ po 10 minut do
isopropanolu. Byla pfipravena nova kapilara o délce 77,7 cm a vnitinim praméru 25 pum.

Bylo pfipraveno 5 ml 3% dextransulfatu a 5% hexadimethrin bromidu. Povrch
kapilary byl upraven koutovanim. Nejprve byla kapilara proplachnuta 1M roztokem
hydroxidu sodného. Poté se 20 minut proplachovala roztokem hexadimethrin bromidu,
nasledn¢ 20 minut roztokem dextransulfatu. Nakonec opét 20 minut roztokem
hexadimethrin bromidu. Pfed pouzitim se kapilara proplachla deionizovanou vodou. Pied
kazdym métfenim pak byla proplachovana zakladnim elektrolytem.

Byly pfipraveny zasobni roztoky nésledujicich latek o koncentraci 0,5 M: hydroxid
lithny, kyselina fosforecnd, kyselina mravenci, kyselina octova, MES, MOPS, Tricin,
CHES, B-alanin. Z téchto zasobnich roztokt byla ptipravena sada pufrti o iontové sile 50
mM.

Sada byla nafedéna na iontovou silu ptiblizné 20 mM. SloZeni jednotlivych pufra,
jejich pH, pufracni kapacity a iontové sily jsou uvedeny v Tabulce 1. pH kazdého pufru
bylo zméfeno tiikrat, uveden je aritmeticky primeér. Pufracni kapacita byla vypocitana

v programu PeakMaster.
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Tabulka 1 Slozeni, pH, pufracni kapacita 3 a iontova sila I zakladniho elektrolytu

pufr CLi Ckyselina pH B 1
- mM mM - mM mM
Fosfat/Li 16 40 2,221 38,34 22,86
Fosfat/Li 17,2 34 2,381 29,10 22,10
Fosfat/Li 18,4 28 2,636 18,38 21,27
Fosfat/Li 19,2 24 2,950 9,99 20,66
Formiat/Li 19,72 80 3,191 36,54 20,40
Formiat/Li 19,84 56 3,420 30,70 20,25
Formiat/Li 19,88 44 3,587 25,78 20,15
Formiat/Li 19,96 32 3,878 17,53 20,10
Acetat/Li 20 80 4,241 34,77 20,07
Acetat/Li 20 48 4,592 26,95 20,03
Acetat/Li 20 34 4,918 18,99 20,02
Acetat/Li 20 28,8 5,144 14,09 20,01
MES/Li 20 120 5,452 38,40 20,01
MES/Li 20 76 5,711 33,94 20,00
MES/Li 20 48 6,013 26,87 20,00
MES/Li 20 34 6,334 18,96 20,00
MES/Li 20 28 6,604 13,16 20,00
MOPS/Li 20 80 6,670 34,54 20,00
MOPS/Li 20 52 6,955 28,34 20,00
MOPS/Li 20 36 7,239 20,47 20,00
MOPS/Li 20 28 7,561 13,16 20,00
Tricin/Li 20 56 7,816 29,61 20,00
Tricin/Li 20 36 8,185 20,47 20,00
Tricin/Li 20 28 8,508 13,17 20,00
CHES/Li 20 120 8,642 38,38 20,00
CHES/Li 20 76 8,905 33,95 20,00
CHES/Li 20 52 9,155 28,38 20,00
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pufr CLi Ckyselina PH IB 1

- mM mM - mM mM
CHES/Li 20 38 9,409 21,91 20,00
CHES/Li 20 30 9,641 15,57 20,00
[-alanin/Li 20 48 10,116 27,10 20,00
B-alanin/Li 20 36 10,338 21,02 19,99
[-alanin/Li 20 28 10,601 14,51 19,99
-alanin/Li 20 24 10,792 10,42 19,98
[-alanin/Li 20,04 22 10,943 8,61 20,01
-alanin/Li 20,08 20,4 11,095 7,94 20,04
[-alanin/Li 20,12 18,4 11,309 8,86 20,05

Vzorek byl pfipraven tak, ze byl nejprve ptipraven 10mM roztok histidinu. Do 500ul
vialky bylo vpraveno 20 pl tohoto roztoku, dale 10 pl 3% roztoku DMSO a 470 pl
aktudlniho zakladniho elektrolytu. Koncentrace histidinu ve vzorku tedy byla 0,4 mM.

Dévkovani bylo ptfi méfeni provadéno hydrodynamicky tlakovym rozdilem 50 mbar
po 50 s.

K pfistroji byla pfipojena lahev se stlacenym dusikem, kterd umoziiovala dosahnout
tlaku aZ 12 bar.

Meéfteni probihalo pfi napéti 25 kV. Pro ovéfeni, Ze vysledna sila pole nemé vliv na
mobilitu analytu, se provedlo zkuSebni méfeni pii napéti 15 kV. V kazdém pufru bylo
meéfeni provedeno trikrat.

K detekci analytu byl vyuZivan zabudovany UV-Vis detektor. Migracni ¢as analytu

byl vyhodnocovan v programu CEval.
4.2.2 Vysledky méreni

Vyuziti 25um kapilary umoznilo provadét méteni pii vyS$$im napéti, jelikoZ dochazelo
k mensimu vzniku Joulova tepla. Pro praci bylo nutné vyuzit externi tlak.

Pokryti vnitini stény kapildry zapficinilo otoceni a stabilizaci elektroosmotického
toku. Napéti tedy bylo pfivadéno ke kladné elektrodé a elektroosmoticky tok se

pohyboval ve sméru aniontd.
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V kyselé oblasti byl histidin kladn€¢ nabity, coZ znamena, ze putoval s nizsi
pohyblivosti, nez je pohyblivost elektroosmotického toku (Obrazek 3). Pik histidinu je
siln¢ deformovan elektromigracni disperzi. Pik DMSO, ktery se pohyboval s pohyblivosti
elektroosmotického toku, ma Gaussovsky tvar. Pti pfechodu do zésadité oblasti ziskal
histidin zaporny naboj a pohyboval se tedy se zapornou mobilitou a rychleji nez

elektroosmoticky tok (Obrazek 4).
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Obrazek 4 Signal histidinu v pufru o slozent B-alanin/Li 36/20 pri 214 nm, 25 kV, PB coating
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Migracni ¢as byl urovan programem CEval z elektroferogramu ziskaného detekei pfti
214 nm. Pomoci tohoto programu byly rovnéz vypocitané efektivni mobility analytu,

které jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 Hodnoty efektivni mobility histidinu namérené v jednotlivych pufrech o urcitém pH, uvedené se

smeérodatnou odchylkou G vypoctenou ze tri az péti opakovanych méreni

pH UefrET pH UeffE=O pH UeffEC

- 107° m?Vis! - 107° m?V s - 107° m?V - is!
2,219 27,58+0,02 5,145 21,61+0,05 8,645 —4,53+0,02
2,382 26,72+0,04 5,452 19,17+0,02 8,905 —7,24+0,03
2,637 25,65+0,01 5,452 16,73+0,03 9,155 —10,33+0,08
2,950 24,77+0,03 5,711 12,59+0,11 9,411 —13,70+0,05
3,192 24,82+0,04 6,013 8,02+0,01 9,642 —16,48+0,07
3,421 24,69+0,02 6,604 4,62+0,05 10,117 —20,14+0,02
3,587 24,66+0,07 6,67 4,43+0,12 10,339 —21,21+0,11
3,587 24,32+0,01 6,955 2,12+0,01 10,602 —22,0+0,3
4,237 23,97+0,01 7,237 0,88+0,08 10,795 —22,73+0,11
4,591 23,58+0,01 8,186 —1,39+0,02 11,307 —23,5+0,5
4,917 22,7+0,01 8,508 —3,11+0,06 11,532 —23,21+0,04

Efektivni mobility byly vyneseny do programu Origin a prolozeny regresni funkci ve

tvaru:

Kxk+pKg—2pH Kg—pH H-pK
. =’uKK.1()p KKtPRg=2pH 4 ) . 10PKk—PH 4/ . 1QPH~PKA (10)
eff 1 + 10PKkk+PKk—2pH 4 1(PKk—PH 4 1(PH-PKa

kde uxx, ux, ua jsou pohyblivosti jednotlivych forem a pKkk, pKx a pKa jejich

rovnovazné disociacni konstanty.
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Model histidin
(uK* 107 (pK-x)+uKK*104(
PKK+pK-x-X)+UA* 104 (x-p

Equation A/ (1+107(pK-x)+10(pK
K+pK-x-x)+10A(x-pA))
pA 9,25119 # 0,00507
pK 6,02251 + 0,00477
pKK 0,99416 + 1,21657
uA -23,06799 £ 0,05434
uk 24,45807 + 0,05303
ukK 80 +148,42093
Reduced Chi-Sq 0,05319

99984
R-Square (COD) 05998

Adj. R-Square 0,99984

1 " 1 " 1 L 1 1 1 " 1

2 4 6 8 10 12

pH

Obrazek 5 Zavislost mobility na pH pro histidin méreny v kyselych pufiech prolozend prislusnou fitovact funkct

Prolozenim regresni funkci byly ziskané nasledujici hodnoty pro iontovou silu 20 mM:

Tabulka 3 Nezkorigované limitni mobility histidinu v absolutni hodnoté se smérodatnymi odchylkami ¢

Néboj Mlim o

- 1077 m*vis! 1077 m?V s
-1 23,068 0,060

+1 24,458 0,053

+2 80 148

Tabulka 4 Nezkorigované smisené pKa hodnoty histidinu se smerodatnymi odchylkami ¢

Naboj pKa o

-1 9,2512 0,0051
+1 6,0225 0,0048
+2 0,99 1,22

Ziejmé z diivodu, Ze byla sada pufrii pfipravena fedénim, doslo k tomu, Ze nezasahuje

dostateCné¢ daleko do extrémnich pH, coz se pii tomto méfeni projevilo zejména

25



v silné kyselé oblasti. Disocia¢ni konstanta pro dvojndsobné kladn€ nabitou formu
histidinu se nachazi v oblasti, kterou pufry nepokryly. V disledku chybéjicich dat v této
oblasti nebylo pfimym fitovinim mozné rozumné stanovit pKa konstantu ani limitni
mobilitu formy +2 a vysledky jsou zatizené velikou chybou. Ostatni disociacni stupné

byly vyhodnoceny s vyhovujici pfesnosti.
4.2.3 Rucéni korekce

Korekce pKa konstant byla provedena podle rovnic (4) uvedenych v oddile 2.5.1.
Konstanty ziskané pfimym fitovanim byly pokazdé upraveny odectenim nebo pfictenim
vhodného néasobku logaritmu aktivitniho koeficientu.

Nutno upozornit, Ze aktivitni koeficient byl vypocitan pro iontovou silu 20 mM. Jak je
ovSem patrno z Tabulky 1, udéavajici slozeni zékladnich elektrolytti, ne vSechny pufry
mély stejnou iontovou silu. Mize za to skuteCnost, ze ptivodni pufry pfipravené pro
50mM iontovou silu mély slozeni presné odpovidajici zadané iontové sile. Pii nafedéni
pufri na 2/5 koncentraci ovSem v piipadé€ siln€ kyselych a siln¢ zasaditych pufrii nedoslo
k ekvivalentnimu sniZeni iontové sily na 2/5 piivodni. Z tohoto opomenuti tedy miize

plynout chyba.

Tabulka 5 Rucné zkorigované pKu konstanty histidinu se smérodatnymi odchylkami o, méreno v kyselych pufiech

Naboj pKa o

-1 9,3086 0,0051
+1 5,9651 0,0048
+2 0,82 1,22

Korekce limitnich mobilit probehla pomoci programu PeakMaster, zptsobem
uvedenym v oddile 2.5.3. Pro ndboj —1 se provedla korekce na 20mM lithium coby
zakladni elektrolyt, pro +1 na 20mM kyselinu chlorovodikovou. Jelikoz byla mobilita pro

stupent +2 vypoctena s ptili§ velkou chybou, nemélo s ni smysl déle pracovat.
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Tabulka 6 Rucné zkorigované limitni mobility histidinu se smérodatnymi odchylkami o, méreno v kyselych pufrech

Néboj Mlim o

- 1077 m?>V1is™ 107° m?V
-1 26,814 0,060

+1 28,185 0,053

4.2.4 Korekce pomoci AnglerFish

Korekce pomoci programu AnglerFish byla provedena dle postupu uvedeného

v oddile 2.5.4. Do programu byly zaddno slozeni pouzitych pufrii a mobility histidinu

naméfené jejich uzitim.

Z kyselych pufri byly pro histidin ziskané nasledujici hodnoty limitnich mobilit a pKa:

Tabulka 7 Limitni mobility histidinu zkorigované na nulovou iontovou silu pomoci AnglerFish se smerodatnymi a

relativnimi odchylkami ¢ a t, méreno v kyselych pufirech

Néboj Mlim o r

- 107° m?V s 1077 m?VIs! %
-1 27,341 0,033 0,12
+1 28,736 0,032 0,11
+2 63,2 20,6 32,5

Tabulka 8 pKa hodnoty histidinu zkorigované na nulovou iontovou silu pomoci AnglerFish se smérodatnymi a

relativnimi odchylkami 6 a t, méreno v kyselych pufirech

Naboj pKa o r

- - - %

-1 9,3032 0,0030 0,032
+1 5,9647 0,0028 0,047
+2 1,17 0,33 28,4
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Jak je patrno, program si i s vysledky pro disociacni stupenn +2 poradil snaze, nez se
tomu podafilo vyuzitim pfimého fitovani a ru¢ni korekce. Pfesto jsou vSak i1 zde piislusné
hodnoty zatizeny znatelnou chybou. Ostatni disociacni stupné jsou stanoveny s malou

smérodatnou odchylkou.

4.3 Histidin v bazickych pufrech
4.3.1 Experimentalni podminky a postupy

Pted prvnim métfenim byly elektrody pfistroje oCiStény v ultrazvukové lazni. Nejprve
byly po 10 minut ponofeny do deionizované¢ vody a nasledné¢ po 10 minut do
isopropanolu. Byla pfipravend nova kapilara o délce 49,9 cm a vnitinim praméru 50 pm.
Tato kapilara byla pted prvnim méfenim propldchnuta 1M roztokem hydroxidu sodného
a deionizovanou vodou. Pfed kazdym meéfenim byla proplachovana zakladnim
elektrolytem.

V kyselé oblasti byla kapilara koutovdna hexadimethrin bromidem, postupem
uvedenym v oddile 4.2.1.

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky nasledujicich latek o koncentraci 0,5 M:
prolin, B-alanin, pyridin, BIS-TRIS, imidazol, TRIS, ethanolamin, piperazin. Také byl
piipraven 0,2 M roztok kyseliny chlorovodikové.

Smisenim zésobnich roztokl v pfisluSnych pomérech byla pfipravena sada pufri o
iontové sile zhruba 20 mM.

Slozeni jednotlivych pufri, jejich pH, pufra¢ni kapacity a iontové sily jsou uvedeny v
Tabulce 9. pH kazdého pufru bylo zméfeno tfikrat, uveden je aritmeticky primér.
Pufracni kapacita byla vypocitdna v programu PeakMaster. Koncentrace kyseliny

chlorovodikové je ve vSech pufrech 20 mM.
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Tabulka 9 Slozeni, pH, pufracni kapacita [ a iontova sila I zakladniho elektrolytu, koncentrace HCI je pro vsechny

pufry 20 mM
pufr Cbéze pH Yij 1
- mM - mM mM
HCl/prolin 25 2,107 36,42 20,00
HCl/prolin 40 2,269 36,16 20,00
HCl/prolin 100 2,659 39,33 20,00
HCl/prolin 200 2,978 42,09 20,00
HCl/prolin 400 3,319 43,91 20,00
HCI/B-alanin 40 3,645 23,86 20,00
HCI/B-alanin 60 3,937 30,99 20,00
HCl/B-alanin 100 4,243 36,93 20,00
HCI/B-alanin 180 4,556 40,96 20,00
HCl/B-alanin 300 4,823 42,99 20,00
HCl/pyridin 30 5,113 15,39 20,00
HCl/pyridin 40 5,393 23,04 20,00
HCl/pyridin 60 5,634 30,71 20,00
HCl/pyridin 100 5,963 36,84 20,00
HCl/pyridin 180 6,255 40,94 20,00
HCI/BIS-TRIS 40 6,650 23,03 20,00
HCI/BIS-TRIS 60 6,959 30,70 20,00
HCI/BIS-TRIS 80 7,127 34,54 20,00
HCl/imidazol 40 7,059 23,03 20,00
HCl/imidazol 60 7,356 30,70 20,00
HCl/midazol 100 7,659 38,84 20,00
HCl/imidazol 180 7,957 40,94 20,00
HCI/TRIS 40 8,162 23,03 20,00
HCI/TRIS 60 8,479 30,71 20,00
HCUTRIS 100 8,766 36,86 20,01
HCUTRIS 180 9,069 40,99 20,01
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pufr Cbize pH B 1

- mM - mM mM
HCl/ethanolamin 33 9,426 18,19 20,03
HCl/ethanolamin 45 9,709 25,71 20,05
HCl/ethanolamin 70 10,010 33,23 20,10
HCl/ethanolamin 120 10,312 39,15 20,20
HCl/ethanolamin 220 10,604 43,55 20,40

HCl/piperidin 30 10,910 16,48 20,77
HCl/piperidin 40 11,206 26,33 21,49
HCl/piperidin 65 11,545 41,58 23,15
HCl/piperidin 120 11,845 61,79 26,30
HCl/piperidin 200 12,049 82,23 30,13

Vzorek byl pfipraven tak, ze byl nejprve namichdn 10mM roztok histidinu. Do 500pul
vialky bylo vpraveno 20 pl tohoto roztoku, dale 10 pl 3% roztoku DMSO, 10 pl SmM
GMP a 460 pl aktualniho zékladniho elektrolytu. Koncentrace histidinu ve vzorku tedy
byla 0,4 mM. GMP bylo pfitomno pouze pti métenich od pyridinovych po piperidinoveé
pufry, pro prolinové a B-alaninové pufry se od jeho méfeni upustilo, a neptidavalo se tedy
do vzorku. V této oblasti se do vzorku ptidavalo 470 ul aktuadlniho zékladniho elektrolytu.

Dévkovani bylo pfi méfeni provadéno hydrodynamicky tlakovym rozdilem 30 mbar
po Ss.

Meéteni probihalo pii napéti 10 kV. V ptipadé kyselych pufri bylo rovnéZ nezbytné
pusobit tlakem 30 mbar.

K detekci analytu byl vyuzivan UV-Vis detektor. Migraéni cas analytu byl

vyhodnocovan v programu CEval.
4.3.2 Vysledky méreni

JelikoZ byla pouZita Sir$i kapilara, oproti méteni v pufrech zaloZenych na kyselé slozce
zde bylo nutno pouZit niZsi napéti, aby se zamezilo nadbyte¢nému vzniku Joulova tepla.

KaZzdé méfeni bylo provedeno minimalné tiikrat.
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Pii méteni v pufrech obsahujicich prolin a B-alanin byla kapilara pokryta polybrenem,
systém se tedy choval stejné jako pti ptfedchozim méteni, popsaném v oddilu 4.2.2. Pti
méieni v pufrech obsahujicich pyridin az piperidin nebyl povrch kapilary nijak
upravovan, elektroosmoticky tok se tedy pohyboval ve sméru kationt a siln¢ zavisel
na pH.

Béhem méfeni, kterd probihala v kapildfe potazené polybrenem, byl histidin kladné
nabity a pohyboval se tedy pomaleji nez EOF (pt. Obrazek 6). Pik histidinu je nepatrné
deformovan elektromigracni disperzi. Pik DMSO, ktery putoval s pohyblivosti
elektroosmotického toku, mé Gaussovsky tvar.

Pii méfenich probihajicich v nemodifikované kifemenné kapilare, se stale kladné
nabity histidin pohyboval rychleji nez elektroosmoticky tok. Pii pfechodu do zasadité
oblasti ziskal histidin zadporny naboj a prochézel tedy kapilarou pomaleji nez DMSO
(obrazek 7).

EOF

Histidin

Odezva detektoru (mAU)
%]

t (min)

Obrazek 6 Signal histidinu v pufiu o sloZeni [ -alanin/HCI 40/20 pri 214 nm, 10 kV, PB coating
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Obrazek 7 Signdl histidinu a GMP v pufiu o slozeni TRIS/HCI 40/20 pri 214 nm, 10 kV

GMP miize byt az trojmocné zaporné nabity, za jakychkoliv pH se tedy zdrzoval za
elektroosmotickym tokem. Podléhal ovSem silné elektromigraéni disperzi a adsorboval
se na stény kapilary. V disledku se nepodafilo najit podminky, za nichz by bylo mozné
uzitym piistupem proméfit celou kitvku GMP. Proto se od toho upustilo a méfeni bylo
dokonceno pouze pro histidin.

Migracni ¢as byl uréovan programem CEval z elektroferogramu ziskaného detekci pii
214 nm, pomoci tohoto programu byly vypocteny efektivni mobility analytu, které jsou

uvedené v Tabulce 10.
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Tabulka 10 Namérené efektivni mobility a jejich smérodatné odchylky pro histidin v jednotlivych pufrech, uvedené

se smérodatnou odchylkou vypoctenou ze tri az peti opakovanych méreni

pH UetFEO pH UetE=O pH UeffEC
- 107° m*v s - 1077 m*V!s! - 10° m*vVis!

2,107 30,4+0,6 5,634 18,7+0,2 8,766 =5,9+0,1
2,269 28,7+0,1 5,963 14,2+0,1 9,069 —9,6+0,1
2,659 26,4+0,2 6,255 9,8+0,1 9,426 —14,6+0,2
2,978 25,1+0,4 6,650 4,1+0,3 9,709 —17,7+0,1
3,319 23,5+0,4 6,959 2,4+0,1 10,010 —20,2+0,1
3,645 23,8+0,1 7,127 1,61+0,02 10,312 —21,6+0,1
3,937 25,4+1,6 7,059 2,1+0,1 10,604 —22,1£0,2
4,243 24,1+0,3 7,356 - 10,910 —22,9+0,1
4,556 23,3+0,1 7,659 —0,83+0,04 11,206 —23,7+0,1
4,823 22,334+0,03 7,957 —1,50+0,1 11,545 —23,6+0,3
5,113 22,9+0,5 8,162 —1,90+0,03 11,845 —22,8+0,4
5,393 21,1+0,2 8,479 —3,55+0,04 12,049 —22,5+0,1

Elektroferogram pro pufr pti pH 7,356 nebylo mozné vyhodnotit, protoZe se zoéna
analytu pfekryvala se z6nou DMSO.
Efektivni mobility pesr namétené pii prisluSnych pH byly vyneseny do grafu v

programu Origin a proloZeny pfislusnou regresni funkci ve tvaru:

. Kxk+pKg—2pH ] Kg—-pH . H-pK
Meff _ 'uKK 10p KK TPKk p +l'lK 10p K—P +I’I'A 10p PKa (10)
1 + 10PKkk+pKk—2pH 4 1(0QpKk—-PH 4 1(QPH-DPKa

kde ukx, px, ua jsou pohyblivosti jednotlivych forem a pKkk, pKkx a pKa jejich

rovnovazné disociacni konstanty.
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Meodel histidin
(uK* 104 (pK-x)+uKK* 104
) PKK+pK-x-x}+uA* 104(x-p
30 | Eqpuation A))/(1+10%pK-x}+ 108{pK
K+pK-x-x)+10%(x-pA))
pA 9,2351 +0,01823
pK 6,10159 £ 0,01691
20 - pKK 1,25+0,87438
uA -23,11179 £ 0,15501
- uk 24,14774 + 0,18285
e uKK 75,77707 + 92,7545
< 10 F Reduced Chi-Sq 0,56577
= < !
S g R-Square (COD) 0,99844
~ . Adj. R-Square 0,99837
o Of
—
~
-10 -
220 -
-30 1 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 12

Obrazek 8 Zavislost mobility na pH pro histidin méreny v bazickych pufrech prolozena prislusnou fitovaci funkci

Prolozenim fitovaci funkci byly ziskané néasledujici hodnoty pro 20mM iontovou silu:

Tabulka 11 Nezkorigované limitni mobility histidinu se smérodatnymi odchylkami ¢

Néboj Mlim o

- 1077 m*vis! 1077 m?V s
-1 23,11 0,16

1 24.15 0.18

+2 75,8 92,8

Tabulka 12 Nezkorigované smisené pKa hodnoty histidinu se smérodatnymi odchylkami ¢

Naboj pKa o

-1 9,235 0,018
+1 6,102 0,017
+2 1,25 0,87
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Ptestoze pouzitd sada pufri sahala oproti té, jez byla pouzita v predchozim oddile
(4.2.2), do kyselejsi oblasti, nestacilo to ke spolehlivému urceni hodnot pro dvojnasobné

kladn¢ nabitou formu histidinu. Tyto hodnoty jsou tedy zatizeny vyznamnou chybou.
4.3.3 Rucni korekce

Korekce pKa konstant byla provedena podle rovnic (4) uvedenych v oddile 2.5.1.

Stejné, jak tomu bylo v oddile 4.2.3, i zde je nutno upozornit, ze byl aktivitni koeficient
vypocitan pro iontovou silu 20 mM. V Tabulce 9 ovSem vidime, Ze iontova sila nebyla
pro vSechny pufry jednotnd. V tomto piipad¢ je ovSem na vin¢ skutecnost, ze se pro
usnadnéni pfipravy pufrii zachovala ve vSech pufrech jednotna koncentrace kyseliny
chlorovodikové. Pro korekci pomoci programu AnglerFish neni jednotnd iontova sila

tteba, proto bylo usouzeno, ze si toto opomenuti mizeme dovolit.

Tabulka 13 Rucné zkorigované pKu konstanty histidinu se smeérodatnymi odchylkami o, méreno v bazickych

pufiech
Néboj pKa o
-1 9,293 0,018
+1 6,044 0,017
+2 1,08 0,87

Korekce limitnich mobilit probéhla iteraéné pomoci programu PeakMaster, stejné jako
v oddile 4.3.2., zpiisobem uvedenym v oddile 2.5.3. Mobilita pro disociacni stupen +2

byla vynechdna.

Tabulka 14 Rucné zkorigované limitni mobility histidinu se smérodatnymi odchylkami o, méreno v bazickych

pufrech
Néboj Mlim o
- 107° m?V's! 10° m?V's!
-1 26,86 0,16
+1 27,86 0,18
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4.3.4 Korekce pomoci AnglerFish

Korekce pomoci programu AnglerFish byla provedena dle postupu uvedeného
v oddile 2.5.4. V bazickych pufrech vypadaji hodnoty ziskané pro histidin nasledujicim

zpusobem:

Tabulka 15 Limitni mobility histidinu zkorigované na nulovou iontovou silu pomoci AnglerFish se smérodatnymi

a relativnimi odchylkami & a r, méreno v bazickych pufrech

Naboj Mlim o r

- 1077 m?VIs! 1077 m?Vis! %
-1 27,46 0,19 0,69
+1 28,42 0,23 0,81
+2 62,5 36,2 57,9

Tabulka 16 pKu hodnoty histidinu zkorigované na nulovou iontovou silu pomoci AnglerFish se smérodatnymi a

relativnimi odchylkami 6 a r, mereno v bazickych pufrech

Néboj pKa o r

-1 9,272 0,021 0,23
+1 6,050 0,020 0,34
+2 1,39 0,65 47

AnglerFish dokéazal ur€it problematicky stupeil +2 s lepsi pfesnosti, neZli se to podafilo
pifimym fitovanim a ruc¢ni korekci. Pfesto je 1 v tomto ptipadé prislusny vysledek zatizeny

velkou chybou.
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4.4 Porovnani hodnot

Hest
/10° m2vis?t

40

30 4

20 4

10 4

® Bazické pufry
o Kyselé pufry
fit bazické
fit kyselé

Hodnoty namétené v obou sadach pufrii se zjevné prekryvaji. Pfinejmensim pro latku

nabitou do prvniho stupné je vliv pouziti pufri zaloZzenych na jiné slozce nepftilis

znatelny.

4.4.1 Porovnani pKa konstant

Program PeakMaster ve své databdzi vyuzivd hodnoty pKa konstant a limitnich

mobilit, které jsou uvedené v Hirokawovych tabulkach[22]. Proto se nabizi srovnat

naméfené hodnoty 1 s nimi.
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Tabulka 17 Srovnani pKA konstant histidinu ziskanych jednotlivymi zpusoby. HT — hodnoty uvedené
v Hirokawovych tabulkach, KysA — hodnoty namérené v sadeé pufrii zaloZenych na kyseliné, korekce provedena pomoci
AnglerFish, BazA — hodnoty namérené v sadé pufrii zaloZenych na bazi, korekce provedena pomoci AnglerFish,
KysRu — hodnoty namérené v sadeé pufrii zaloZenych na kyseliné, korekce provedena rucné, BazRu — hodnoty namérené

v sadé pufrii zalozenych na bazi, korekce provedena rucne.

Naboj HT KysA BazA KysRu BazRu

-1 9,33 9,3032+0,0030 9,272+ 0,021  9,3086 + 0,0051 9,293 £0,018
+1 6,04 5,9647 +0,0028 6,050+ 0,020  5,9651 + 0,0058 6,044 + 0,017
+2 2,01 1,17+0,33 1,39 £ 0,65 0,82+ 1,22 1,08 £ 0,87

Vysledky pro stupent +2 byly vypocteny s velikou smérodatnou odchylkou.
Nemuzeme je tedy povazovat za spolehlivé a budou vylou€eny z dalSich tivah. Pti¢inou
nepiesného stanoveni hodnot pro tento disociacni stupen je, Ze méteni neprobihalo dale
nez do pH 2, pfislusnd pKa hodnota histidinu se ovSem nachazi zhruba v této oblasti.
Neziskalo se tedy dost dat pro pfesnéjsi urceni.

Hodnoty ziskané rucni korekci a korekci pomoci AnglerFish jsou v ramci chyby
shodné. Lze tedy vidét, Ze program poskytuje ptesné hodnoty.

Hodnoty ziskané pii métfeni v pufrech zaloZzenych na bazi a kyselin€ se od sebe lisi,
rozdil se ovSem projevuje az na tretim desetinném misté. pKa pro —1 je v pifipade
bazickych pufrli nizsi, naopak +1 je lehce zvednuté. Je mozné, Ze se zde projevuje vliv
rozdilné iontové atmosfeéry.

Pti srovnani s hodnotami uvedenymi v Hirokawovych tabulkéch vidime, Ze mnohem
blizsi vysledek pro formu —1 poskytlo méfeni v pufrech zalozenych na kyselin€. Hodnoty
se stale v rdmci chyby od tabelované hodnoty lisi, zfejmé je vSak vysledek oproti hodnoté
ziskané z bazickych pufrti spravné;si.

Naopak v ptipad¢ nadboje +1 jsou mnohem podobnéjsi vysledky z méteni v bazickych
pufrech. Zde se poskytnuty vysledek v rdmci chyby shoduje s tabelovanou hodnotou.
Pufry zalozené na kyselin€ poskytly viditelné odchylenéjsi vysledek.

4.4.1 Porovnani limitnich mobilit

Pro porovnani limitnich mobilit se opét nabizi srovnani s hodnotami uvedenymi

v Hirokawovych tabulkach.
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Tabulka 18 Srovnani limitnich mobilit histidinu ziskanych jednotlivymi zpiisoby. HT — hodnoty uvedené
v Hirokawovych tabulkach, KysA — hodnoty namérené v sadeé pufrii zaloZenych na kyseliné, korekce provedena pomoci
AnglerFish, BazA — hodnoty namérené v sadé pufri zaloZenych na bazi, korekce provedena pomoci AnglerFish,
KysRu — hodnoty namérené v sadeé pufrii zaloZenych na kyseliné, korekce provedena rucné, BazRu — hodnoty namérené

v sadé pufrii zalozenych na bazi, korekce provedena rucne.

Naboj HT KysA BazA KysRu BazRu
- 107 10°m*Vist  107m?vis!  107m*Vis!t 1077 m?vis!
m?V's!
-1 28,3 27,341 £0,033 27,46+0,19 26,814 £ 0,060 26,86 £0,16
+1 26,8 28,736 £0,032 28,42 £0,23 28,185 +0,053 27,86 +0,18
2 475 63.2+20.6 62.5+36.2 ; ;

Vysledky pro naboj +2 jsou zatizeny velikou chybou a pfi ruéni korekei je viibec
nebylo mozné ziskat. Proto budou vynechany z dalSich uvah.

Limitni mobility ziskané ruc¢ni korekei a korekei pomoci AnglerFish se od sebe jiz na
prvnim desetinném misté 1i$i. Hodnoty poskytnuté pomoci AnglerFish jsou v piipadé
obou sad pufrii vyssi nezli ty, které byly ruéné zkorigované pomoci PeakMasteru. Pouziti
jiného postupu vyhodnoceni tedy vedlo k dosazeni jinych vysledkd.

Hodnoty ziskané z pufri zalozenych na kyselin€ a pufrii zalozenych na bazi se od sebe
naopak v ramci chyby li$i jen minimalng. Z toho vyplyva, Ze odli$na iontova atmosféra
pfitomna v kazdé sad€ pufri ziejmé pfinejmensim pro malo nabité latky nema
posttehnutelny vliv na jejich pohyblivost.

Vesker¢ ziskané hodnoty limitnich mobilit se od hodnot uvedenych v Hirokawovych
hodnot, nez je tabelovano. Naopak pro naboj +1 jsou veskeré ziskané hodnoty vyssi.
Ziejmé€ s sebou tedy odliSna pouZita metoda pro ur¢ovani limitnich mobilit pfinesla

odlisné vysledky.
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4.5 Imatinib
4.5.1 Experimentalni podminky a postupy

Pted prvnim méfenim byly elektrody pfistroje o€istény v ultrazvukové lazni. Nejprve
byly po 10 minut ponofeny do deionizované vody a nasledné po 10 minut do
isopropanolu. Byla pfipravena nova kapilara o vnitinim praméru 50 um a délce 50,45 cm,
v pribehu méfeni byla nahrazena kapildrou o stejném priiméru a délce 50,3 cm. Ob¢
kapilary byly pfed prvnim méfenim proplachnuty 1M roztokem hydroxidu sodného a
deionizovanou vodou. Pfed kazdym méfenim byly proplachovany zdkladnim
elektrolytem.

Z prevazné vétsiny byly vyuzity pufry, které jiz byly pouzity pro méfeni histidinu
v bazickych pufrech (oddil 4.3.1). Navic bylo nutno pfipravit zasobni roztoky téchto
latek: dimethylpyridin, morfolin. Koncentrace zasobnich roztokl byla 0,5 M. Pfipravené
pufry mély iontovou silu zhruba 20 mM.

Slozeni jednotlivych pufri, jejich pH, pufraéni kapacity a iontové sily jsou uvedeny v
Tabulce 19. Pro kazdy pufr bylo pH zméfeno tiikrat, uveden je aritmeticky prumér.
Pufra¢ni kapacita byla vypocitana v programu PeakMaster. Koncentrace kyseliny

chlorovodikové je ve vSech pufrech 20 mM.

Tabulka 19 SloZeni, pH, pufracni kapacita [ a iontova sila I zakladniho elektrolytu, koncentrace HCI je ve vSech
pufirech 20 mM.

pufr Cbize pH yij 1
- mM - mM mM
HCl/prolin 25 2,116 36,42 20,00
HCl/prolin 40 2,267 36,16 20,00
HCl/prolin 100 2,681 39,33 20,00
HCl/prolin 200 3,003 42,09 20,00
HCl/prolin 400 3,346 43,91 20,00
HCl/B-alanin 40 3,645 23,86 20,00
HCl/B-alanin 60 3,937 30,99 20,00
HCI/B-alanin 100 4,243 36,93 20,00
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pufr Cbize pH B 1

- mM - mM mM
HCl/B-alanin 180 4,556 40,96 20,00
HCl/B-alanin 300 4,823 42,99 20,00

HCl/pyridin 30 5,113 15,39 20,00
HCl/pyridin 40 5,393 23,04 20,00
HCl/pyridin 60 5,634 30,71 20,00
HCl/pyridin 100 5,963 36,84 20,00
HCl/pyridin 180 6,255 40,94 20,00
HCl/pyridin 400 6,598 43,75 20,00
HCI/BIS-TRIS 60 6,959 30,70 20,00
HCI/BIS-TRIS 80 7,127 34,54 20,00

HCl/dimethylpyridin 40 6,828 23,03 20,00

HCl/dimethylpyridin 60 7,136 30,70 20,00

HCl/dimethylpyridin 100 7,426 36,84 20,00

HCl/dimethylpyridin 180 7,688 40,94 20,00

HCl/dimethylpyridin 340 7,900 43,35 20,00

HCl/dimethylpyridin 650 8,026 44,64 20,00
HCl/morfolin 24 8,142 7,68 20,00
HCl/morfolin 30 8,352 15,35 20,00
HCl/morfolin 40 8,664 23,03 20,00
HCl/morfolin 60 8,970 30,72 20,01
HCl/morfolin 100 9,275 36,88 20,01
HCl/morfolin 180 9,574 41,03 20,02

Vzorek byl sestaven tak, Ze byl nejprve pipraven 1,35mM roztok imatinibu. Do 500l
vialky bylo vpraveno 50 pl tohoto roztoku, dale 10 pl 3% roztoku DMSO, 440 pl
aktualniho zékladniho elektrolytu. Koncentrace imatinibu ve vzorku tedy byla 0,135 mM.

V priibéhu méteni bylo davkovani snizeno.
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Déavkovani bylo pti méfeni provadéno hydrodynamicky tlakovym rozdilem 30 mbar
po Ss.

Meéfeni probihalo pii napéti 10 kV. V kyselé oblasti bylo rovnéz nezbytné plisobit
tlakem 30 mbar.

K detekci analytu byl vyuzivan UV-Vis detektor. Migraéni cCas analytu byl

vyhodnocovén v programu CEval.

4.5.2 Vysledky méreni

Kazdé méfeni bylo zopakovano minimalné tikrat. Méfilo se pii stdlém napéti 10 kV.
V piipad¢ kyselych pufrti (od prolinovych po BIS-TRISové) bylo nutné plisobit tlakem
30 mbar pro zkraceni doby analyzy.

Imatinib miize byt jedin€ pozitivné nabity, proto se vzdy pohyboval s kladnou
mobilitou oproti elektroosmotickému toku. Kdyz se ndboj zmensoval, zacala se na piku
vzristajici mérou projevovat elektromigracni disperze. Imatinib se rovnéz silné
adsorboval na stény kapilary. Piky imatinibu v disledku ziskaly tvar ,,zralocich ploutvi‘
a daly se obtizn¢ vyhodnocovat. Byla snaha sténu kapilary upravovat, nedosahlo se tim
ovSem zadného zlepseni.

Nakonec bylo tedy snizeno davkovani vzorku. Pocinaje pufry s BISTRISem, konce
pufry s morfolinem, bylo sloZeni vzorku 20 pl 1,35mM roztoku imatinibu, 10 pl 3%
mensi mérou projevovala elektromigracni disperze, coZ umoznilo latku doméfit az do

bodu, kdy jeji mobilita limitovala k nule.
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Obrazek 10 Signal imatinibu v pufiu o slozent prolin/HCI 25/20 pri 214 nm, tlak 30 mbar, napéti 5 kV
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Obrazek 11 Signal imatinibu v pufru o slozeni morfolin/HCI 40/20 pri 214 nm, bez tlaku, 10 kV
Migracéni cas byl ur€ovan programem CEval. K vyhodnoceni migraéniho Casu
v blizkosti nuly bylo vyuZito skute¢nosti, Ze imatinib absorbuje pfi 260 nm, oproti tomu
DMSO, ktery znacil elektroosmoticky tok, absorbuje pii 214 nm a pti 260 nm nikoliv.
Vyuzitim elektroferogramt ziskanych detekci pfi obou vlnovych délkach tedy bylo
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mozné od sebe piky obou latek odlisit. V oblastech, kde k pfekryvu nedochazelo,
probihalo vyhodnoceni na zéklad¢ elektroferogramu z 214 nm.
Pomoci CEvalu byly rovnéz vypocitany efektivni mobility analytu, které jsou uvedeny

v Tabulce 20.

Tabulka 20 Namérené mobility pro imatinib v jednotlivych pufrech, uvedené se smerodatnou odchylkou vypoctenou

ze trl az péti opakovanych meéreni

pH UeftES pH UeffES pH UefrES

- 107° m*V-is! - 107° m*Vv-is! - 1077 m*V-is!
2,116 36,0+0,5 5,113 13,70+0,05 7,426 8,0+0,1
2,267 35,4+0,5 5,393 13,09+0,02 7,688 5,94+0,03
2,681 31,3+0,4 5,634 12,62+0,04 7,900 3,62+0,02
3,003 28,4+0,3 5,963 12,09+0,04 8,026 1,59+0,07
3,346 24,2+0,2 6,255 11,34+0,02 8,142 4,9+0,2
3,645 21,8+0,1 6,598 9,7+0,1 8,352 3,7+0,1
3,937 19,0+0,2 6,959 8,5+0,1 8,664 1,86+0,05
4,243 16,7+0,1 7,127 8,38+0,02 8,970 1,15+0,06
4,556 14,77+0,02 6,828 10,7+0,2 9,275 0,643+0,002
4,823 13,53+0,04 7,136 9,53+0,04 9,574 0,09+0,02

Efektivni mobility peg a ptislusna pH byla vynesena do grafu v programu Origin a

prolozena pfisluSnou regresni funkci ve tvaru:

(11)

Uk 10PKrrr PRk +PRic+PKx—4pH 4y - 1 OPKiiic PRk +PR—3pH )+ 1 OPKkx+PRx—2PH ) . 1 0PKk—PH

Heff

1 + 10PKkxkk+PKkkk+PKkk+PKx—4pH 4 1 (PKkkk+PKkk+PKx—3pH 4 1(QPKkk+pPKk—2pH 4 1(QpKk—pH

kde uxxkk, MKkK, UKk, ux, jsou pohyblivosti jednotlivych forem a pKkkkk, pKkkk,

pKkxk, pKk jejich rovnovazné disociaéni konstanty.
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40

Model imatinib (User)
[UK* 10 (pK-x}+uKK*104(
PKK+pK-x-x)+uKKK*104(
. PKKK+PKK+pK-x-x-x)+uK
Equation KKK* 107 (pKKKK+pKKK+p
KK+pK-x-x-x-x))/(1+104(p
30 - K-x)+ 10 pKK+pK-x-x)+1
| pk 8,18653 +0,05255
pKK 6,56538 +0,13831
- | pK 3,88357 £ 0,11586
't PKKKK 2,72003 £0,12919
- |uk 8,33405 +0,47199
= N> 20 F |ukk 12,88629 + 0,20001
s g UKKK 24,47238 + 1,90807
3. | UKKKK 39,07764 + 0,60405
@ Reduced Chi-Sq 0,20957
3 R-Square (COD) 0,99809
= Adj. R-Square 0,99796
10
0+
1 N | . 1 . 1 N
2 4 6 8 10
pH

Obrazek 12 Zavislost mobility na pH pro imatinib prolozena prislusnou fitovaci funkci

Prolozenim fitovaci funkci byly ziskané nasledujici hodnoty pro 20mM iontovou silu:

Tabulka 21 Nezkorigované pKa konstanty ziskané pro imatinib se smérodatnymi odchylkami ¢

Néboj pKa -

+1 8,187 0,053

+2 6,57 0,14
+3 3,88 0,12
+4 2,72 0,13

Tabulka 22 Nezkorigované limitni mobility ziskané pro imatinib se smerodatnymi odchylkami ¢

Néboj Mlim o}

- 1072 m?v-ist 107 m*V-is!
+1 8,33 0,47

+2 12,89 0,20

+3 245 19,1

+4 39,08 0,60
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Mobilita pro tieti disociacni stupeni byla urcena s vysokou chybou, ziejmé za to mize
skutecnost, Ze se pKa pro +3 a +4 nachazeji velice blizko sebe. Ostatni vysledky nesou
rozumnou chybu.

4.5.2 Ru¢ni korekce

Rucni korekce pKa byla provedena dosazenim do rovnice (4) v oddile 2.5.1. Vzdy ve
tvaru odpovidajicim néboji, ktery se korigoval.

Tabulka 23 pKa konstanty ziskané pro imatinib rucni korekci se smérodatnymi odchylkami ¢

Naboj pKa o

+1 8,129 0,053
+2 6,39 0,14
+3 3,60 0,12
+4 232 0,13

Limitni mobility byly zkorigovany pomoci programu PeakMaster, postupem
uvedenym v oddile 2.5.3.

Tabulka 24 Limitni mobility ziskané pro imatinib rucni korekci se smérodatnymi odchylkami

Néboj Mlim o

- 107° m*V-ist 1077 m*V-'s!
+1 11,99 0,47

+2 20,31 0,20

+3 36,4 19,1

+4 58,56 0,60

Navzdory obavam, Ze blizkost 3. a 4. disociacniho stupné neumoZni parametry
vyhodnotit, se podatilo provést korekci. Pouze mobilita pro +3 je stale zatizena zavaznou
chybou.
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4.5.3 Korekce pomoci AnglerFish

Do programu AnglerFish bylo zadano slozeni vSech uzitych pufrt, zaroven byla
zadana jejich pH. Program si tak sam zkorigoval koncentraci pufri, aby skute¢nému pH
odpovidala. K jednotlivym pufrim byla pfipsdna experimentdln¢ namétfena data.
Nasledn¢ byla nafitovana zéavislost mobility na pH a vysledky byly zkorigovany na
nulovou iontovou silu.

Tabulka 25 Limitni mobility ziskané pro imatinib pomoci programu AnglerFish se smérodatnymi a relativnimi

odchylkami c ar

Néboj Mlim o r

- 107° m?V-is! 107 m?V-'s! %

+1 13,96 0,36 2,5
+2 23,70 0,85 3,6
+3 40,5 15,7 38

+4 56,71 0,82 1,5

Tabulka 26 pKa konstanty ziskané pro imatinib pomoci programu AnglerFish se smérodatnymi a relativnimi

odchylkami c ar

Naboj pKa o r

- - - %
+1 8,203 0,056 0,69
+2 5,58 0,21 3.8
+3 3,10 0,30 9,6
+4 2,97 0,46 15

Vidime, ze se pKa konstanty pro stupné +3 a +4 nachazeji velice blizko u sebe. Tyto
hodnoty by béznymi metodami bylo velice obtizné urcit. I zde jsou oproti ostatnim
zatiZzeny vétsi chybou.

Limitni mobilita pro stupenl +3 je zatiZena dost velikou chybou, zfejmé je to dano tim,
jak blizko u sebe se ptislusna pKa nachazeji.

Vysledkl bylo dosazeno s rozumnou piesnosti a oproti ruéni korekci s mnohem mensi

mirou ndmahy.
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4.5.4 Srovnani obou metod korekce

Tabulka 27 Porovnani pKu konstant imatinibu ziskanych korekci pomoci programu AnglerFish a rucni korekci

Naboj Rucni korekce AnglerFish
+1 8,129+0,053 8,203+0,056
+2 6,39+0,14 5,58+0,21
+3 3,60+0,12 3,10+0,30
+4 2,3240,13 2,97+0,46

Pti srovnani pKa konstant ziskanych obéma zpiisoby korekce vidime, Ze se od sebe
hodnoty se vzrlstajicim stupném disociace ¢im dal vyraznéji lisi. Pro stupen +1 se
hodnoty v ramci chyby pomérné shoduji, pro kazdy dalsi stupein se vSak od sebe
vzristajici mérou vzdaluji. Vysledky se tedy pfili§ neshoduji.

Hodnoty ziskané rucni korekci maji stabilné nizkou chybu. V pfipadé hodnot
ziskanych z AnglerFish se vSak chyba skazdym dalSim stupném navySuje. VéEtsi
mnozstvi fitovanych parametrii zfejmé vede ke sniZeni presnosti.

Za povSimnuti stoji pozice konstant +3 a +4 viici sobé. AnglerFish stanovil obé
konstanty velice blizko sebe, natolik, Ze se v rdmci chyby prekryvaji. Metodou ruéni
korekce ovSem byly ur€eny s vétSim rozestupem. Ziejmé touto metodou ani neni mozné

stanovit dvé hodnoty, které jsou si natolik blizké.

Tabulka 28 Porovnani limitnich mobilit imatinibu ziskanych korekci pomoci programu AnglerFish a rucni korekci

Naboj Ruéni korekce AnglerFish

- 107° m?V-ls! 107° m?V-ls!
+1 11,99+0,47 13,96+0,36
+2 20,31+0,20 23,70+0,85
+3 36,4£19,1 40,5+15,7
+4 58,56+0,60 56,71+0,82
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V prvni fad¢ je patrné, Ze byla mobilita pro stupen +3 obéma metodami urcena se
znacnou chybou, nemiizeme tedy ziskanou hodnotu pokladat za spolehlivou. Ztejmé je
to dano skutecnosti, ze se pKa konstanty pro +3 a +4 nachazeji velice blizko sebe.

Dale zde vidime, ze program AnglerFish podal pro hodnoty +1 a +2 vyssi hodnoty,
hodnota ziskana pro +4 je ovSem nizsi, nez tomu bylo v ptipad¢ ru¢ni korekce. Ztejmé se
tedy vlivem korekce experimentalnich dat na iontovou silu posouva ziskana zavislost
zpusobem, ktery k podobné nesrovnalosti vede. Vysledky se ani v rdmci chyby v zddném
z piipadii neshoduji.

Ptesnost, které bylo dosazeno obéma metodami, se zda byt srovnatelna.

Je ovSem nutno uvést, Ze je korekce pomoci AnglerFish mnohem jednodussi a Casové

usporné;jsi.
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5 Zavér

V teoretické Casti byl stru¢né popsan princip kapilarni zonové elektroforézy a jevy, jez
se pii pouziti této metody projevuji. Dale byly popsané piistupy ke korekcim na iontovou
silu, pocinaje star§imi pfistupy a konce novym piistupem vyvinutym v nasi laboratofi.

V experimentalni ¢asti byly proméfeny zavislosti efektivnich mobilit histidinu na pH
ve dvou sadach pufri, jedné zalozené na kyselin€, coby pufrujici slozce, druhé zalozené
na bazi. V obou pfipadech byly stanoveny limitni mobility a pKa konstanty analytu,
jednak uzitim rucni korekce na iontovou silu, a pak také uzitim nového programu
AnglerFish vytvofené¢ho v nasi laboratofi Michalem Malym. Vysledky obou méfeni a
ziskané obéma zplisoby korekce byly porovnany.

Rovnéz byla prométena zavislost efektivnich mobilit na pH pro imatinib a byly
stanoveny a zkorigovany jeho limitni mobility a pKa.

Korekce provadénd postupem implementovanym v programu AnglerFish umoziuje
spravna, bude poskytovat i spravnéjsi vysledky.

Zavérem budiz, Ze bylo dosazeno splnéni vSech predsevzatych cilt.
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